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(54) Massensensitive Biosensoren 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft einen piezo- 
elektrischen Sensor zur Verwendung in diagnostischen 
und analytischen Vertaiiren insbesondere zum immun- 
chemischen Nachweis diagnostisch relevanter spezifi- 
scher Bindungspartner. 
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Beschreibung 




Die vorliegende Erfindung betrifft einen plezoelek- 
trischen Sensor zur Verwendung in diagnostischen und 
analytischen Verfahren insbesondere zum immunche- 5 
mischen Nachweis diagnostisch relevanter spezif ischer 
Bindungspartner. 

Piezoelektrische Sensoren als solche sind z. B. aus 
Dickert et al. (Chemie in unserer Zeit 28 (3). S. 147 - 
152 (1994)) bekannt. Solche Biosensoren sind z. B. w 
auch in den US Patentschriften 4,236,893 und 
4.735,906 beschrieben. 

Solche Biosensoren, die zum Nachweis von dia- 
gnostisch relevanten Molekulen (Analyten) ven/vendet 
warden k6nnen, bestehen in der Regel aus einem is 
Transducer nnit einer mit einem fur das nachzuweisende 
Molekul spezifischen Bindungspartner beschichteten 
Oberf Idche, die dadurch in der Lage ist« selektiv diese 
Moiekule zu binden. Als Transducer werden meistens 
piezoelektrische Quarzkristalle venwendet. Wird der 20 
Quarzkristall in einen entsprechenden eiektronischen 
Schaltkreis eingebaut. so schwingt er in einer bestimm- 
ten Resonanzfrequenz. Lagern sich nun die nachzuwei- 
senden Moiekule an. so verschiebt sich die 
Resonanzfrequenz. Solche eiektronischen Schaltkreise 2$ 
sind an sich dem Fachnnann bekannt. z. B. aus der DE- 
A 39 20 052. 

Auch wenn diese bekannten Biosensoren die an 
sie gestellten Aufgaben bereits zum Teil erfullen. so 
zeigt sich doch, da3 bei den ven<vendeten Verfahren. bei so 
denen z. B. Antikfirper uber Silanderivate an die Quarz- 
oberfiache gebunden werden. dal3 zum einen das Ver- 
fahren zur Bindung der Antikdrper an die 
Quarzoberfiache sehr aufwendig und schlecht reprodu- 
zierbar ist und zum anderen das Verfahren zur Wieder- 35 
aufbereitung der SensoroberflSche durch behandein 
mit einer ReagenzlCsung, die die Bindung zwischen 
nachzuweisendem Antigen und Antikfirper aufbrechen 
und das gebundene Antigen abldsen soli, seinerseits 
schlecht reproduzierbar ist und zu einem unkontrollier- 40 
ten Abbau der Antikdrper auf der Sensoroberfldche 
fuhrt. 

In einer Ver6ffentlichung von DAVIS et al. 
(Anal.Chem. (1989). 61 (11). S. 1227 - 1230) wird 
beschrieben, daG man den Transducer mit Gold 45 
beschichten kann und an diese Schicht Protein A bin- 
den. Das Protein A kann seinerseits reversibei Antikdr- . 
per zum Nachweis diagnostisch relevanter MolekOle 
binden. Wie die Autoren selber ausfuhren. wird das 
Signal durch die Beschichtung mit Protein A stark ver- so 
schoben und die Messung insgesamt erschwert. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe 
zugrunde, einen Biosensor zur Venwendung in analyti- 
schen Oder diagnostischen Ver^hren vorzuschlagen, 
der einfach mit einem spezifischen Bindungspartner zu ss 
belegen ist und zugleich nach Ablauf der spezifischen 
Reaktion einfach und zuverldssig zu regenerieren ist. 

Diese Aufgabe wird gemSB der vorliegenden Erfin- 
dung dadurch geldst. daB der Sensor mit einem Edel- 
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metall. bevorzugtenA/ei^Bid beschichtet wird und an 
diese Beschichtung eirWpezifischer Bindungspartner 
gebunden werden kann. Von dem so beschichteten Bio- 
sensor kann z. B. durch die aus der DE 44 36 910 
bekannten Reagenzien der spezifische Bindungspart- 
ner abgeldst werden. 

Fur die vorliegende Erfindung ist es nicht wesent- 
lich, in welcher Ausfuhrungsform der Transducer vor- 
liegt Oder auf welche Art und Weise die durch die 
Aniagerung von Analyten bewirkte VerSnderung in ein 
MeBsignal umgewandelt wird. Die vorliegende Erfin- 
dung kann sowohl in manuellen Verfahren, bei denen z. 
B. der Sensor an die Probe eingetaucht wird, als auch in 
Analysenautomaten eingesetzt werden. 

Grundsatzlich kann das erfindungsgemSBe Verfah- 
ren wie folgt durchgefuhrt werden: EIn handelsQblicher 
goldbeschichteter Piezokristall. - der in einen geeigne- 
ten eiektronischen Schaltkreis integriert eingebaut ist - 
(z. B. von der Fa. Sensotec) wird mit einem fur den zu 
bestimmenden Analyten spezifischen Bindungspartner 
beschichtet. Ein solcher spezifischer Bindungspartner 
kann z. B. ein mono- Oder polyklonaler Antikdrper oder 
Antikorperfragment, ein Lectin oder ein Antigen sein. 
Die Beschichtungsdauer kann zwischen 5 min. und 
mehreren Stunden, bevorzugtenA/eise zwischen 10 und 
120 min. liegen. Nach der Beschichtung wird die Sen- 
soroberfiache mit Waschpuffer gespult. Der Waschpuf- 
fer hat vorzugsweise ein Detergenz. Gegebenenfalls 
kann nach der spezifischen Beschichtung noch eine 
unspezifische Beschichtung mit z. B. BSA oder inakti- 
vierter POD erfolgen. um unspezifische Bindungen zu 
verhindert. Solche Verfahren sind dem Fachmann an 
sich bekannt. Auch nach einer solchen unspezifischen 
Nachbeschichtung kann ein Waschschritt erfolgen. 

Der beschichtete Sensor wird mit der Probe inku- 
biert, wobei dies z. B. durch Eintauchen in die Probe 
Oder durch Auftragen einer Probe auf die Sensorober- 
fldche erfolgen kann. Vorteilhaft ist auch eine Ausfuh- 
rungsform. bei der die SensoroberflSche so geformt ist. 
daB im DurchfluB gemessen werden kann. Es ist fur 
den Fachmann teicht ersichtlich. welche Form der 
jeweilige Sensor je nach seinem Einsatz haben muf3. 

Durch die Reaktion des Analyten mit dem spezifi- 
schen Bindungspartner verschiebt sich die durch den 
eiektronischen Schaltkreis bestimmte MeBgrd8e. z. B. 
die Resonanzfrequenz. Aus der VerSnderung der Mel3- 
grOBe kann die Menge des gebundenen Analyten. z. B. 
durch Vergleich mit einer Referenzkurve abgeleitet wer- 
den. Die Anordnung ist auch geeignet. direkt in Masse- 
einheiten geeicht zu werden. Um die Verdnderung der 
MeBgrdBe zu bestimmen. kann man z. B. eine Refe- 
renzelektrode, die nicht dem spezifischen Bindungs- 
partner beschichtet ist. ven^/enden. Vorteilhaftenveise 
erfolgt nach AbschluB der Inkubation mit der Probe 
noch ein weiterer Waschschritt. Die Inkubation mit der 
Probe kann vorteilhaftenweise zwischen 1 und 100 min., 
besonders vorteilhafterweise zwischen 5 und 60 min., 
ganz besonders vorteilhaftenveise zwischen 10 und 30 
min. erfolgen. 
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Die Regenerierung kann ^^^der DE 44 36 910 
beschrieben erfoigen. Dabei ^fftn bei der Verwen- 
dung von Edelmetallen, vorzugsweise Gold als Fest- 

phase, bestimmte Reduktions- oder Oxidationsmittei, 
wie z, B. Natriumborhydrid, Tetrabutylammoniumhydro- 
xid mit Oder ohne Zusatz von Detergenzten zur Regene- 
rierung eingesetzt. 

Das folgende Ausfuhrungsbeisptel dient der Ver- 
deutiichung, nicht der Einschrdnkung der Erfindung. 

Beispiel 

Quantitative human-lgE-Bestimmung 

Trager: 



Auf den Sensor werden 50 ^1 eines polyklonalen 
Antikorpers (Kaninchen) gegen human IgE gegeben. 
Die Konzentration des AK betr^gt 5 ^g/ml. Die Losung 
enthait auBerdem 75 mM Na-Phosphat. 75 mM NaCI, 
100 g/l Na2S04. Der pH-Wert ist 6,0. Die AK-L6sung 
wird 1 Stunde bei 37 °C . bzw. uber Nacht bei Raum- 
temperatur belassen. 

Waschschritt: 

Der Oberstand wird entnommen und der Sensor 5 x 
mit je 250 ^il Waschpuffer gespult. Der Waschpuffer 
besteht aus einer Losung aus 50 mM Trjs(hydroxyme- 
thyl)aminoethan (TRIS) und 50 mM Zitronensdure. pH 
7.4. 

Nachbeschichtung: 

Auf den Sensor werden 50 ^il inaktivierte Peroxid- 
ase (POD) gegeben. Die POD Konzentration betr^gt 1 
g/l. Die Ldsung enthSIt auBerdem 75 mM Na-Phosphat, 
75 mM NaCI. 100 g/l Na2S04. Der pH-Wert ist 6,0. Die 
POD Ldsung wird eine Stunde bei 37 "C, bzw. uber 
Nacht bei Raumtemperatur belassen. 

Waschschritt: 
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Goldbeschichteter Piezokristall der Firma Senso- 
tec, eingefaBt in einem Teflon-ring (AuBendurchmesser 
36 mm). Durchmesser der Goldoberf lache: 9 mm Gold- 
oberflache: 14 mm^. 20 

Beschichtung: 
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Der Uberstand wird entnommen und der Sensor 5 x 
mit je 250 ^1 Waschpuffer gespult. Der Waschpuffer 
besteht aus einer Ldsung aus 50 mM Tris(hydroxyme- 
thyl)aminoethan (TRIS) und 50 mM ZitronensSure, pH 
7,4. 55 

Probeninkubation: 

50 ^1 definlerte Mengen an IgE enthaltendes 



Humanserum wej 
min. bei 37 ini 

Waschschritt: 



uf den Sensor gegeben und 30 



Der Uberstand wird entnommen und der Sensor 5 x 
mit 250 pi Waschpuffer (5 mM Na-Phosphat. 85 mM 
NaCI , 1 g/l Tween 20, 0,5 g/l Phenol. pH 6,5) gespult. 

10 Regenerierung der Festphase: 

250 ^1 einer 20 % (Gew. %) Tetrabutylammonlum- 
hydroxididsung werden auf den Sensor gegeben und 1 
Stunde bei 37 °C inkubiert. 



Waschschritt: 

Nach der Uberstandsentnahme wird der Sensor 5 x 
mit entionisiertem Wasser gespult. 

2. Regenerierung: 

250 ^1 einer 1 % (Gew. %) NaBH4-L6sung werden 
15 min. bei Raumtemperatur auf dem Sensor inkubiert. 
Die Ldsung enthait auBerdem 50 mM 2-Cyclohexami- 
noethansulfonsaure (CHES). Der pH ist 10.0. 

Waschschritt: 

Nach der Uberstandsentnahme wird der Sensor 3 x 

mit entionisiertem Wasser und 

3 X mit einer phosphatgepufferten Kochsalzl6sung (pH 

7,2) gespult. 



35 Ergebnisse:* 
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1. Bestimmung mit 100 lU/ml human-lgE 

aU** 

2. Bestimmung mit 100 lU/ml human-lgE = 576 aU 

3. Bestimmung mit 100 lU/ml human-lgE = 623 aU 

4. Bestimmung mit 0 lU/ml human-lgE = 19 aU 

5. Bestimmung mit 100 lU/ml human-lgE = 767 aU 

6. Bestimmung mit 100 lU/ml human-lgE (Kontrolle 
= unspezifischer Beschichtungsantikorper) = 14 aU 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum immunchemischen Nachweis eines 
Analyten in einer Probe einer biologischen Flussig- 
keit. bei dem ein erster speztfischer Bindungspart- 
ner direkt an die Festphase gebunden wird, wobei 
die Festphase ein piezoelektrischer Sensor ist. 
dadurch gekennzeichnet. daB die MeBoberfldche 
des verwendeten Sensors derart beschichtet ist, 
daB die Festphase nach der Messung durch 
Behandlung mit einer geeigneten Ldsung regene- 

• Mittelwerte aus n = 2 
** wiUkQiiiche Einheiten 
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riert werden kann. , 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Festphase 
mil einem Edelmetall. bevorzugterweise Gold 
beschichtet ist. s 

3. Verfahren nach einem der AnsprOche 1-2, wobei 
der erste spezrfische Bindungspartner ein Immun- 
globulin Oder ein imnnunglobullnfragment ist. 

10 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 
- 3. wobei nach erfolgter Reaktion die Festphase 
dadurch regeneriert wird. da3 der erste spezifische 
Bindungspartner mittels eines Reagenz von der 
Festphase abgelost wird. 75 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Reagenz 
ein Reduktionsmittel enthSlt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Reagenz 20 
ein Oxidationsmittel enth^lt. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Reagenz 
NaBH4 enthdit. 

25 

8. Verfahren nach Anspruch 4. wobei das Reagenz 
Tetrabutylammoniumhydroxid enthait. 

9. Verwendung einer regenerierbaren Festphase aus 
einem Edelmetall in einem Verfahren nach 30 
Anspruch 1. 
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